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論文内容要旨
研究目的
 本研究では以下の二つの目的で高頻度変異の簡易検出法を確立した。
 1)中国におけるフェニルケトン尿症(PKU)の出生前遺伝子診断法の確立
 中国において本症の頻度は約1万6千人に1人と高く,かつ,低フェニルアラニン治療用ミル
 クの入手が極めて困難で本症患児に対する治療体制が未だ十分でない。加えて,第1子が本症で
 ある場合,次児の出生前診断を中国政府が奨励している事情もあり,出生前診断の要請が極めて
 高い。本症は羊水や胎盤じゅう毛を用いた化学診断や酵素診断が不可能であるため,出生前診断
 のためには遺伝子検査法の確立が必要と考えられる。
 2)日本における高フェニルアラニン血症を示す新生児の確定診断法の確立
 日本において本症は新生児マス・スクリーニングの対象疾患であり,血清フェニルアラニン濃
 度が高い新生児が毎年見出されている。血清フェニルアラニン濃度の高値はビオプテリン代謝異
 常症でもみとめられ,現在,本症の診断はビオプテリン代謝異常症の除外診断により行われてい
 る。また,PKUの軽症型である高フェニルアラニン血症(none-PKUHAP)も含まれており,
 遺伝子検査によってこれらの治療や予後の異なる疾患を鑑別診断できないかどうか,期待が持た
 れている。
研究結果
 1)簡便な遺伝子変異検出法の開発
 東洋人に高頻度に認められる7種類のフェニルアラニン水酸化酵素(PAH)遺伝子変異(R243Q,
 Y204C,IvS-4,Rl11X,Y356x,R413P,R261Q)について簡便な遺伝子変異検出システムを
 開発した。この方法はPCRプライマーの3末端にミスマッチが存在するとPCR増幅が抑制さ
 れることを利用している。本研究では複数の遺伝子変異を一度に検出するためにR243Q,R413P,
 IVS-4,Y356Xの各変異検出用のプライマーを混合し1組のPCRでこの4種類の変異の有無を
 検出出来る様にした。同様にRlllX,R261Q,Y204Cの3種類の遺伝子変異に関しても,1組
 のPCRにて検出出来るようにした。
 2)中国人PKU家系における検索
 PAH変異アレルの頻度を検索したところ,R243Q(3L4%),Y204C(8.1%),IvS-4(7%),
 Rl11X(7%),Y356X(5.8%),R413P(5.8%),R261Q(L2%)であった。次に診断率を上
 げるため,PAH遺伝子の第3イントロンに存在するshorttandemrepeat(STR)を利用した多
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 型診断を導入した。中国人患者家系では7種類の多型アレルが認められ,その中でPCR産物の
 長さが240bp(38.4%)と244bp(37.2%)のアレル頻度が最も高頻度に認められた。このSTR
 多型で出生前診断可能な患者家系は43家系中23家系(53.5%)であった。7種類の変異診断と
 STRによる多型診断を組み合わせると43家系中35家系(8L4%)の中国人家系で出生前診断が
 可能であり,両者どちらでも診断可能な家系が27.9%存在した。両者を組み合わせて初めて診
 断可能となる家系が43家系中5家系(IL6%)存在した。他の遺伝子多型としてPAH遺伝子近
 傍に存在するvariableoftandemrepeat(VNTR)や1塩基置換による多型であるV245V及び
 V399Vの各多型も導入し診断率の向上を計ったが,これらの多型に関しては一種類のアレルに
 偏る傾向が強く変異診断と組み合わせても診断率はあまり向上しない事が判明した。
 3)日本人PKU患者の検索
 マス・スクリーニングで見つけられたPKU患者におけるアレル頻度はR243Q(7.3%),
Y204C(4.2%),IVS-4(6.3%),R111X(10.4%),Y356X(0%),R413P(12.5%),R261Q
 (0%)と中国人PKU患者のアレル頻度とかなり異なっていた。このため,新しく,R252W,
 T2781,R241C,IVS-9,V388Mの5種類の遺伝子変異を検出するアレル特異的増幅法を確立し,
 これらの遺伝子変異の頻度を検索すると,R252W(6.3%),T2781(6.3%),R241C(4.2%),
 IVS-9(2、1%),V388M(1.0%)であり,合計60.4%の変異アレル検出が可能であった。
 4)日本人none-PKUHPA患者の検索
 9名の日本人none-PKUHPA患者でR241C(22.2%),T2781(IL1%),R413P(1Ll%),
 R111X(5.6%),R243Q(5.6%),R252W(5.6%),IVS-4(5.6%)であり,その他の変異アレ
 ルは見出されなかった。none-PKUHPA患者ではPKUに比べてR241Cアレルの遺伝子頻度が
 高頻度に認められる傾向があり,両者の鑑別における有用性が示唆された。高フェニルアラニン
 血症における未知のアレルについて更に検索を進めた。方法はPAH遺伝子の各エクソンの挟む
 ようにPCRプライマーを設定し,増幅された各エクソンを含む遺伝子断片を直接シークエンス
 法にて変異検索を行った。その結果,P407S,A373TとA322Tという三つ遺伝子変異を同定し
 た。P407SとA373Tは今まで日本人患者で報告のない遺伝子変異で両者ともに他の日本人PKU
 患者家系では認められないが,他の1例none-PKUHPA患者ではP407Sも認めた。P407S変異
 は高phe血症患者ではあまり低くない変異であると考えられた。
 研究の意義,独創的な点
 1)複数のフェニルケトン尿症遺伝子変異を一度に検出する簡易遺伝子検査法を開発した。
 2)この簡易診断法と遺伝子多型診断を併用することにより中国人フェニルケトン尿症家系の
 DNA出生前診断可能率を81.4%にまで引き上げることが出来た。
 3)日本人高フェニルアラニン血症患者で新しい遺伝子変異を同定した。
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 審査結果の要旨
 本研究は中国人フェニルケトン尿症(PKU)の出生前診断および日本人フェニルアラニン水
 酸化酵素(PAH)異常症の診断を目的として,簡易遺伝子診断法を開発した研究である。
 1)中国人PKUの遺伝子診断法の開発1自検例及び文献から複数の家系より見いだされた7種
 類のフェニルアラニン水酸化酵素遺伝子変異(R243Q,Y204C,IvS-4,R111x,Y356x,R413P,
 R26!Q)を選び,アレル特異的増幅法(ASPCR法)による変異検出法を開発した。しかも,本
 法は複数の変異を同時に検出出来るように工夫されたmultiplexARMS法で迅速で簡便な優れ
 た方法である。この方法で検討した中国人PKU患者43名の各々の病因アレル頻度はR243Q
(31.4%),Y204C(8.1%),IVS-4(7%),R111X(7%),Y356X(5.8%),R413P(5.8%),
 R261Q(1.2%)であり,全体で66.3%で出生前診断法としては必ずしも率は良くない。そこで
 更に診断率を上げるために,PAH遺伝子の第3イントロンに存在するshorLtandemrepeatを
 利用した多型診断を併用している。両方法を併用することによって8L4%の家系で出生前診断
 が可能となった。他に出生前診断法がない現在,本法は極めて有用な方法と思われる。
 2)日本人PAH遺伝子異常症の確定診断法の開発;我が国では新生児マス・スクリーニングが
 行われており,血清フェニルアラニン値の高い新生児が見いだされている。これらの新生児には
 PAH遺伝子異常症ばかりでなく,ビオプテリン代謝異常症も含まれており,両者の鑑別が必要
 とされている。複数の日本人患者で検出された10種類の変異についてARMS法を確立し,そ
 れを用いて患者57名に検討したところ,少なくとも1つの変異アレルが同定された患者は48名
 (84.2%)であった。血清フェニルアラニンが高く,しかも病因変異アレルを1つでも持ってい
 れば,PAH遺伝子異常症である確率が極めて高いことから(PAH異常症である確率はビオプテ
 リン代謝異常症である確率の約7000倍),本法は新生児マススクリーニング後の2次検査法とし
 て極めて有用であろう。
 以上の如く,本研究は中国入PKUの出生前診断および日本人PAH遺伝子異常症の診断のた
 めに有用な方法を開発したものであり,学位に値するものと評価される。
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